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論 文 内 容 要 旨
序 文
高等 植物 の無 機 態窒 素源 と して広 く用 い られ て い るNO♂ の 吸収 同化 に関連
して,硝 酸 還 元 酵 素(NR)の 諸 性 質 に関 す る研 究 は これ まで に数 多 くな され
て来 た。 高 等 植物 や 緑藻 類,真 菌 類 な どに 分布 す るNRは,嫌 気 生 活 に澄 い 七
電子 受 容 体 と して02の 代 りにNO3を 利 用す る前核 生物 に見 られ る呼 吸型
NRと は異 な り,伺 化 型 の硝 酸 還 元 を行 な って生 体 有機 窒 素化 合 物 の供 給 の初
期 段 階 を担 って い る。
高 等 植 物 のNRは,4種 の酵 素(NADH-NR,FMNH2-NR,'還 元型
methylviologen(MV)一NRあ るい は還 元 型benzylviologen由V)
一NR ,NADHcytochromecreductase)か ら構 成 され る複合 酵 素
と して考'え られ て い るが,invivoの 硝 酸 還 元 に際 して はNADH-NRが 触
媒 して い る もの と考 え られ てい る。 しか し高 等 植物 のNR複 合 体 は,cell
free系 に おけ るそ の不 安 定 性 か ら現 在 に到 って も高 度 な精 製 標 品 は得 られ て
誇 らず,詳 細 な酵 素学 的 特 性 は あ ま り萌確 に され て い なか った。 しか しNOJ
の植 物 栄 養 生理 学 的 な重 要 性 か ら,NAPH-NRの 研 究 は数 多 くな され て来 た。
NADH-NRは 硝 酸還 元 系 の最 初 に位 覆 して律 速 段 階 で あ る と考 え られ て い る
～二とや,NO3の 供給 に伴 な って誘 導 され る こ と,及 び種 々の環 境 の変 化 で,そ
の活 性 が速 やか に変動 す る こ とな どか ら,硝 酸 還 元 系 の調 節 的 な役 割 を担 って
い る と考 え られ て 来 た。 この よ うな栄養 条 件 を も含 め た環 境 の変 花 に伴 な う』
NADH-NR.活 性 の変 動 に つい て の現 象的 解 析 例 は多 い「が,外 界 の刺 激 に対 す
るNADH-NRの 量的 変動 を 関連 づ け て解 釈 す るた めに は,ま だ両 者 の間 にか
な りの 隔 りが あ る と考 え られ た。
近 年,こ の よ うな現 象解 析 を一 歩 進 めた形 で,NADH-NRの 質 的及 び量 的
変 化 を 直 接 支配 す る可 能 性 の あ る要 因に つ い て,大 き く3つ の分 野 か ら研 究 が
進 め られ て来 た。 つ ま り1)NO3供 給 に伴 な ラNADH-NR誘 導活 性 とNO3
の 吸収 量 及 び体 内 のpoolsizeと の関 係,2)主 に緑藻 を用 い た研 究 で,
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NADHに よるNADH-NR及 びFMNH・ 一NRの 可 逆 的 不活 性 化,3)in
・it・・ に 醐 るNR複 今 体 に対 す る蛋 白性 のi・hibit・ ・ に関 す る研 究 で
あ る。
NR複 合 体 に対 す る 蛋 白性inhibitorの 研 究 例 は極 め て数 少 な く,そ の殆
ん どは トウモ ロ コシ成 熟根 を用 い たWallaceの 研 究 に 負 って い るQ彼 は19
(1)(2、
73年 にNR不 活性 化 酵 素 と名 づ けて そ の存 在 を確認 し,翌 年 に そ の 分離 精 製
(3)
と性 質 につ い て検討 を 加 え,1975年 には不 活 性化 機 構 の推 定 を 行 な った。
(41
一 方K:adam等 「1974年)は ,水 稲根 抽 出液 中に水 稲 葉 のNADH-NRを
阻 害 す る蛋 白性inhibitorの 存 在 を報 告 したが,そ の 分離 や性 質 の検 討 は行
なわ れ て い なか ったQ
本 研 究 で は,無 菌 状 態 で 炭 素源 に対 して従 属栄 養 を示 す非 緑 色 の 水 稲液 体 培
養 細 胞 と,:水 稲 幼 植 物 の地 上部 を主 に用 い て,特 に上記3)に 示 したNR複 合
体 の 蛋 白性inhibitGr(不 活 性 化 因子)に つ いて そ の存 在 を確認 し,ま た水 稲
培 養 細胞 を材 料 と して 不 活性 化 因子 の分 離 精製 とそ の性 質 に つい て検 討 を行 な
った。 そ の結 果,ト ウ モ ロ コシ根 の:不活性 化 酵 素 と水稲 細 胞 め不 活 性 化 因子 と
は種 々の 点 でそ の性 質 が異 な って い る轟 を確認 で きた。 ま た水 稲培 養細 胞 と幼
植物 地 上部 の不 活性 化 因子 は,種 々の壌 境変 化 に伴 な って そ の活 性 が変 動 す る
こ とを認 め た こ とか ら,同 因子 のNADH-NRに 対 して持 つ生 理 的 な役 割 に
つ いて も考'察を加 えたQ
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1水 稲培 養 細 胞 の生 育 過 程 に お け る罫盈D箆 一蝉Rの 消長 と窒 素 利 用
につ いて(5}
水稲 培 養 細胞 の生 育 に伴 な うNADH-NR活 性 の 消長 を,細 胞 抽 出液 の
10,0009.上 清 を粗 酵i素液 として検 討 した。i壷 素源 と してNO3-N生OmMと
NH・ 一N5mMを 含 むR-2培 地 を用い て培養 を行な ったが,NADH-NB活 性に
は生 育 の 初期(1～2日 目)と 中期(5～6日 目)に2つ の ピ ー ク が 認 め
られ,生 育後 期 に はそ の活 性 は若 し く低 下 した(Fiε .1)。 そ こで生 育 後期 に
劃 け るNADH-NR活 性低 下 に特 に着 目 して,そ の低下 の原 因 に つい て培 地 成
分組 成 の面 か ら検討 を加 え た。NADH-NRの 誘 導 及 び反応 基 質 で あ るNO,
は,NADH-NR活 性 の 消失 した培 養 終期 に 誇 いて も培 地 中 に は5mM程 度 残
って 於 り,ま た 同濃 渡 のNO,供 給 に伴 な ってNADトNRの 誘 導 活 性 は 明 らか
に認 め られ た ことか ら,培 養 後 期 にお・け るそ の活 性低 下 は培 地 中 のNO蔽 度 の
減 少 の み に は起 因 し ない もの と考 え られ た。
そ こで他 の培 地成 分 の面 か ら活性 低 下 の要 因 につ い て検 討 した結 果,培 地 中
の蕉 糖 の消 耗 が培 養 後 期 のNADH-NRの 活 性 低下 に最 も強 く影 響 して い る こ
とが 確認 され た。 この薦 糖 の影 響 は,培 養終 期 に澄 い てNADH-NR活 性 の殆
ん ど検 出 され な くな った時 期 に,特 定 の培 地 成 分 を 除去 した高 濃 度 のR-2培
地 を 添加 した結 果,NADH一 一NR活 性 の 回復 に対 して蕉 糖 を除 去 した培 地 成 分
で は全 く添 加 効 果 が認 め られ なか った こ と,並 び に培 養後 期 の各 生 育時 期 に蕉
糖 を単 独 で添 加 した だ けでNADH-NR活 性 はか な り回復 が認 め られ た こ とか噛
ら も鯛 らかで あ った。 この結 果 か らは,蕪 糖 が直接NADH-NR蛋 白の合 成 に
影 響 した もの か,.NO、 の吸 収 や還 元 力 の供 給 に影 響 した1もの か拡 判 断 で きな
か った が,.培 養 細胞 の み な らず個 体植 物 組 織 に於 い て も熊 糖 の供 給 とNADH-
NR活 性 と に関 して類似 の現 象が起 こ り得 る可 能性 が示 唆 され たQ
皿 水稲培養細胞における聾R不 活性化因子の分離 とその性質(6、
水稲培養細胞 のNADH-NR活 性 の測定 の際 に,特 に比較的大量の粗酵素液
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を用い た場 合 には ・そ の活 性 と粗 酵 素量 との間 に比例 関係 が 成 立 しな くな り,
また この現 象 は 細胞 中 のNADH-NR活 性 が低下 した時 期 に特 に顕 著 に認 め ら
れ た。 こ の結果 か ら,粗 酵 素 液 中 にNADH-NR活 性 を阻 害 す る何 らか の物 質
が 存 在 す る可 能 性 が示 唆 され た。 そ こで粗 酵 素 液 の0ん40%飽 和 の硫 安 沈澱
画 分 にNADH-NRを 回 収 し,そ れ に つい て上 記 と同 様 の検 討 を行 な った結 果,
NADH-NR酵 素量 とそ の活 性 との 間 に は比 例 関係 が 認 め られ た(:Fig.2)。
従 って0～40%飽 和 沈澱 画 分以 外 に,NADH-NR活 性 を阻 害す る物質 が存
在 す る もの と考 え られ た。
そ こで 種 々の検 討 を加 え,40～70%飽 和 の硫 安 沈 澱 画 分 にNADH-NR
阻 害物 質(不 活 性 化因子)が 存 在 して い る こ とを確 認 した。 不活 性 化 因子 は硫
安 塩 析 に よ り沈澱 す る ことや透 析 さ れ なV・ こ と,pronase処 理 や100℃
10分 の熱 処理 で失 活 が認 め られ る こ と,更 にcycloheximideを 培 地 に添 加
して培 養 す る こ どに よ り,そ の 活性 が減 少 す る こ とな どか ら,蛋 白性 の因子 で
あ る と考 え られ たQ不 活性 化 因 子 の活 性 は 反 応 基 質 で あ るNADH-NR活 性
の阻 害 割 合 で求 めた が,NADH-NRはcellfree系 では 非常 に不安 定 で あ
り,か つ抽 出す る毎 にそ の 比活 性 が異 な る こ とか ら,培 養2・ 日 目の細 胞 か ら調
製 した0～40%飽 和 硫 安 沈澱 画 分 を反 応 基 質 のNADH-NRと し,ま た比 較
す べ き不 活性 化 因子 の活 性 は す べ て 同一 の反応 基 質 を 用 い て 同時 に測 定 した。
不 活 性化 因子 の活性 は,水 稲 培 養 細 胞 の生 育 に伴 な っ て変動 す る こ とが認 め
られ た(Table1)。 この生 育 に伴 な う不 活性 化 因子 の活性、の消 長 と,
NADH-NR活 性 の 消 長 との 間 に は完 全 妥負 の相 関 々係 は得 られ なか った。.し
か し現 象 的 に はNADH-NR活 性 の低 下 した時期 に 澄い て,不 活 性 化 因子 は蛋
白質 当 りの比活 性 で も凌 た 生重 当 りの活 性 で見 て も,高 い レベ ル で維 持 され て
い るこ とが 観 察 さ れ た。 一方NO・ の培 地 へ の供 給 に伴 な うNADH-NRの 誘 導
時 点 に 澄い て は,不 活 性 化 因子 の 生重 当 りで 見 た活 性 には 殆 ん ど変 化 が認 め ら
れ ず,そ の時 点 で は 同因子 は 量 的 に変 動 しない現 象 が 観 察 され た。
水稲 培 養 細胞 のNADH-NRを 不 活性 化 す る類 似 の 因子 は,:水 稲 以外 に!j・麦,
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大 豆,南 京 豆,タ バ コ,Rutaの 培 養 細胞 に も存 在 す る こ とが 確 認 で きたQ更
に 水稲 培 養 細 胞 で は,不 活 性 化 因子 はNADH-NRと 同様 に細胞 内 のcytosol
`105,0009上 清)に 存 在 す る こ とが示 され た。(Table2)。
皿 水稲 幼植物におけ る翼R不 活性化因子の存在 とその活性変動
水 稲培 養 細胞 の母 植 物 で あ る水稲 幼 植 物 の 地上 部 及 び地 下 部 の各 組 織 に も,
地 上部 か ら調 整 したNADH-NRを 不 活 性 化 す る因子 が 存 在 して い る こ とを確
認 した。 不活 性 化 因子 は,蛋 白質 当 りの比 活性 で 見 る と地 上 部 に 比 較 して地 下
部 で は非常 に 強 い活 性 が 認 め られ た が,生 重 当 りの油1生で示 す と両組 織 に含 ま
れ る同 因子 の活 性 は ほぼ 同程 度 で あ った。 次 にNADH-NR活 桂 が低 下 す る
条 件 下 での不 活 性 化 因子 の 挙動 を調 べ たが,幼 植 物 地 下 部 のNABH-NR活 性
は非 常 に低 く検 出が 困 難 で あ った た め,地 一上部 を 供試 した。
不 活 性化 因子 の活 性 は,環 境 条件 の変 化 に伴 な って変 動 す る こ とが確 認 で き
たoま ず ガ ラス室 内の 自然条 件下 で生 育す る場 合 の不 活性 化 因子 とNADH-NR
の両 活 性 の 日申変 化 を見 た。 両者 の活 性 変 化 には完 全 な負 の 相 関 は認 め られ な
か ウた が,NADH-NR活 性 の低 下 した夜 間 に 澄 い て,不 活 性 化 因子 の蛋 白質
当 りで見 た比 活 性 は 日中に 比 較 して高 い活性 を示 した(:Flg .3)σ ま たNO3
供 給 下 での 暗 処理 や,光 照射 下 で のNO・ 欠 除 処理 に伴 な ってNADH-N=R活 性
は低 下 し,処 理 後8時 間 目まで の急 激 な低 下(見 か け のhalflifetime約
8時 間)と そ れ以 後 の緩 慢 な低 下(見 か けのhalflitet量me14～16時
間)の2つ の低下 傾 向 が得 られ たe一 方不活性化因子 の活性 は,蛋 白質 当 りの比
活 性 で 見 る とNADH-NR活 性 の挙 動 とは完全 な負の相 関は認められなかった もの
の,両 処 理 に伴 な って活 性 が 低下 す る こ とは少 な くと もな く,NADH-NR活
性 の緩 慢 な低下 期 に 同 因子 の活 性 は 高 蓬 る傾 向 が 観 察 され た(Fig.4)。 な
澄不 活 性 化 因子 の生 重 当 りで見 た活性 も,こ れ らの 日中変 化 や暗 処 理 激 びNO3
欠 除処 理 で得 られ た 比活 性 の変 化 どほ ぼ 同様 な形 で 推 移 したQ
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また ・水稲幼植物 の地上部及 び地下部 と トウモ ロコシ根 の不活性化因子 は ,
水稲培養細胞 のNADH-NRに 対 して も不活性化 を及 ぼ し,逆 に培 養細胞Q不
活性化 因子 も水稲幼 植物の地上部か ら調製 したNADH-NRに 対 して不活性 化
を示す ことが確認 で きたo
IV水 稲 培養細胞の聾R不 活 性化 因子の精製とその性質
水 稲培 養細 胞 の不 活 性 化 因子 は,40【 γ70%飽 和 の硫 安 沈澱 画 分 と して 回
収 され た後 にpH蛉 処 理,CM-ceUulose及 びSephadexG-200の 分颪
に よ って 約320倍 に 精 製 さ れ た。 不 活 性 化 因子 の性 質 は 主 にCM-cellul。se
画 分 を用 い て検討 したが,現 在 ま で に唯 一 の報 告 で あ った トウモ ロ コシ根 のNR
不 活 性 化 酵 素 とは,多 くの 点 で性 質 が異 な って い る こ とが明 らか とな った
(Table3)。 水 稲 細胞 の不 活 性 化 因 子・の 分子 量 は,SephadexG-200
に よる グル 濾過 の溶 出位 置 か ら約200,000と 算 出 され,ト ウモ ロ コシ根 の
(21
そ れ の約44,000に 比 較 して か な り高 分子 で あ る こ とがわ か った 。 種 々の阻
害 剤 を 用 い た検討 か ら,水 稲 細 胞 の不 活 性化 因子 は金 属 キ レ ータ ーで あ るo-
phenanthrolinerlmM)やEDTA(10mM),あ るい は・SH基 の 阻 害 剤 で
あ るPCMBζ0.1mM)で 強 く』阻 害 され た が,serine酵 素 の阻 害 剤 で あ る
PMSF(0.25mM)や2種 類 のtrypsininhibitorで は殆 ん ど阻 害 され な
か った。 一 方 トウモ ロコ シ根 の不 活性 化 酵 素 はPMS:FO.`25mMで100%
(21
阻 害 さ れ た が,金 属 キ レ ー タ ー や 他 の 阻 害 剤 で は 殆 ん ど 阻 害 さ れ な い 結 果 が 示
さ れ て い た 。 水 稲 細 胞 の 不 活 性 化 因 子 は,還 元 型MV-NRを 除 い たNR複 合 体
のNADH一 一NR,FMNH2-NR及 びNADHcytochromecreductaseに
不 活 性 化 を 示 し た が,NADHdiaphoraseやnitritereductase,
glutamatedehydrogenaseに は 全 く影 響 し な か っ た 。 し か し,NR複 合
体 と 同 じ くMoを 含 む フ ラ ボ 蛋 白 で あ るxanthine。xideseに は 不 活 性 化 反
応 が 検 出 さ れ た(Table4)。 ま たcaseinやbovineserumalb㎜inを
一334一
反 応基 質 と して用 い てprotease活 性 の検 出 を試 みた カ㌔ ア ミノ酸 の 遊 離 は全
く認 め ら、れ なか った。 一 方 トウモ ロ コシ根 の不 活 性 化 酵 素 は 、・還 元 型BV-
NRを 含 む すべ てのNR複 合 体 を構 成 す る酵 素 に対 して 不活 性 化 を示 した が,
1.3)
xanthineoxidaseや 他 の酵 素 に は全 く影 響せ ず,ま たcaseinを 反 応基 質
(2、
に 用 い る とprotease活 性 が検 出 され て い たQ
水稲 培 養 細胞 のNRのNADHあ るいはFMNH,に 対 す る親 和 力は,不 活 性
化 因子 との反 応 の有 無 に よっ て変 化 は認 め られ ず,同 因子 に よるNR不 活 性 化
反 応 の型 式 は非拮 抗 型 と考 え られ た。
V総 合論議及び結 論
水稲培養細胞 のNR不 活性化 因子 は,NR複 合体 にほ揮特異 的にlnv三tro
で不活性化を及 ぼす ことやNADH-NRと 同 じ く細胞 内ではcytoso1申 に分
布 してい るこ と,類 似の不 活性 化を示 す因子が小麦や大豆 な どの5種 類 の培養
細胞 と水稲幼植物 の各部位すべてに存在 が認め られた ことな どか ら,高 等植物
組織 中でinvivoに 於いて もNADH-NRの 量的 あるいは質的な調節 の一端
を麺 う可能性 は強 く示唆 された(・
また水稲細胞及 び幼植物地上部 の不活性 化因子 の活性 は,種 々の環境下 で経
時的 に変動 したQそ の活性変化 とNADH-NRの 活性変化 とは完全 な負 の相関
を示 さなか った ものの,NADH-NR活 性 の低下 した時点 で不活性化 因子 の活
性 は高い レベルに維持 されて 語り,上 記の可能性 が更 に考え られたo
水稲細胞 か ら精製 された不活 性化 因子 と,ト ウモ ロコシ根 の不活性化酵素 と
の間 には,種 々の性質及 び反応性の上で相異点が認め られた。 しか し両者共 に
ほぼ特異的 にNR複 合体 に作用す ることや,同 一組織内 に含まれてい る以外の
他 の植物組織のNADH-NRに も不活性化 を示 した ことか ら,不 活性化反応機
構の異 なる可能性 はあ って も,invivOに 詮いては類似 の生理 的役割 を担 っ



























































隈 瀬 様 こ.1==.、一



























































































































































































































































atm・ ・s.temp璽 ・＼ 、
＼ ●
/x一 一可 父＼ 一誉.収 ×























































































































































































































































































































































































































































審 査 結 果 の 要 旨
高等植物の硝酸還元酵素(NR)は 複合酵素であ りかつinvivoで の硝酸還元はNADHを 補酵
素とするものと考えられている・NADH-NRは 基質誘導酵素であり環境条件の変化によってその活















植物の各組織にも同様な不活性化因子が存在 し,そ の活性は地上部よりも根で非常に強く,幼 植物の
暗処理や硝酸供給の有無などによってNR活 性 とは逆の変動を示す傾向のあることが観察された』
本論文は,水 稲培養細胞ならびに幼植物組織からNR不 活性化因子の存在を確認 しその性質を明ら
かにするとともに,こ の因子がNRの 量的変動を支配する要因のひとつとして機能 している可能性を
示竣したものであり,従 来不明確な硝酸還元系調節機構の解明に役立つことが期待される。よって農
学博士の学位を授与するに充分価すると判定 した。
L
一345一
